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Resumo

Introdugdo: Investigacoes tém mostrado que a proteina anti-inflamatdria Anexina A1 (ANXA1) esta associada ao processo
de invasdo tumoral e que suas acGes podem ser mediadas pelo receptor para peptideos formilados (FPR),
metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) e enzima de ciclooxigenase (COX-2). Por essas razoes o objetivo do trabalho foi
verificar a expressdo da ANXA1 e dos receptores FPR1 e FPR2 em processos inflamatdrios e tumorais do célon. Material
e Métodos: A deteccdo das proteinas foi realizada, por imuno-histoquimica, de bidpsias de inflamacdo de cdlon (colite)
e tumores benignos (adenomas) e malignos (adenocarcinomas) de cdlon, provenientes dos arquivos do Servico de
Patologia do Centro Universitario Padre Albino (UNIFIPA). As seccOes foram incubadas com os anticorpos primarios
policlonais anti-ANXA1 (1:1000), anti-FPR1, anti-FPR2 (1:500), anti-COX-2 (1:500), anti-MMP-2 (1:350) e anti-MMP-9
(1:350), reveladas com DAB e contracoradas com Hematoxilina. As quantificacdes foram feitas por densitometria e as
analises estatisticas realizadas pela ANOVA e post test de Bonferroni. Resultados: Nossas analises imuno-histoquimicas
e densitométricas mostraram aumento da expressdao de ANXA1l, FPR1 e COX-2 nos casos de colite, adenoma e
adenocarcinoma, comparados a margem normal. Nao houve imunorreatividade para FPR2 em nenhuma das condigdes
clinicas estudadas. Também, foi observado aumento de MMP-2 nos casos de colite e adenocarcinoma e aumento de MM-
9 no adenocarcinoma. Os dados mostram a correlagdo positiva da proteina ANXA1 com o receptor FPR1, COX-2 e MMP-
2 nas bidpsias de colite. ConclusGes: A ANXA1 pode interagir de maneira especifica com o receptor FPR1, COX-2 e MMP-
2 nos processos inflamatdrios e no desenvolvimento tumoral do célon.

Palavras-chave: Inflamacdo. Tumor colorretal. Receptor para peptideos formilados. Ciclo-oxigenase 2.
Metaloproteinases.

Abstract

Introduction: Investigations have shown that the anti-inflammatory protein Annexin A1 (ANXAL1) is associated with the
process of tumor invasion and that its actions can be mediated by the receptor for formylated peptides (FPR),
metalloproteinases (MMP-2 and MMP-9) and cyclooxygenase enzyme (COX-2). For these reasons, the objective of the
work was to verify the expression of ANXA1 and the FPR1 and FPR2 receptors in inflammatory and tumor processes of
the colon. Material and Methods: Detection of proteins was carried out, by immunohistochemistry, from biopsies of colon
inflammation (colitis) and benign (adenomas) and malignant (adenocarcinomas) colon tumors. The material was
obtained from the archives of the Pathology Service of Padre Albino University Center (UNIFIPA). The sections were
incubated with the primary polyclonal antibodies anti-ANXA1 (1:1000), anti-FPR1, anti-FPR2 (1:500), anti-COX-2 (1:500),
anti-MMP-2 (1: 350) and anti-MMP-9 (1:350), revealed with DAB and counterstained with Hematoxylin. Quantifications
were made by densitometry and statistical analyzes were carried out by ANOVA and Bonferroni post test. Results: Our
immunohistochemical and densitometric analyzes showed increased expression of ANXA1, FPR1 and COX-2 in cases of
colitis, adenoma and adenocarcinoma, compared to normal margins. There was no immunoreactivity for FPR2 in any of
the clinical conditions studied. Also, an increase in MMP-2 was observed in cases of colitis and adenocarcinoma and an
increase in MM-9 in adenocarcinoma. The data show the positive correlation of the ANXA1 protein with the FPR1, COX-
2 and MMP-2 receptor in colitis biopsies. Conclusions: ANXA1 can specifically interact with the FPR1, COX-2 and MMP-2
receptor in inflammatory processes and colon tumor development.

Keywords: Inflammation. Colorectal tumor. Receptor for formylated peptides. Cyclooxygenase 2. Metalloproteinases.
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Resumen

Introduccion: Investigaciones han demostrado que la proteina antiinflamatoria Anexina A1 (ANXA1) esta asociada al
proceso de invasion tumoral y que sus acciones pueden ser mediadas por el receptor de péptidos formilados (FPR),
metaloproteinasas (MMP-2 y MMP-9) y la enzima ciclooxigenasa (COX-2). Por estos motivos, el objetivo del trabajo fue
verificar la expresion de ANXAL1 y de los receptores FPR1 y FPR2 en procesos inflamatorios y tumorales del colon. Material
y Métodos: La deteccion de proteinas se realizd, mediante inmunohistoquimica, a partir de biopsias de inflamacion de
colon (colitis) y tumores benignos (adenomas) y malignos (adenocarcinomas) de colon, del archivo del Servicio de
Patologia del Centro Universitario Padre Albino (UNIFIPA). Las secciones se incubaron con los anticuerpos policlonales
primarios anti-ANXA1 (1:1000), anti-FPR1, anti-FPR2 (1:500), anti-COX-2 (1:500), anti-MMP-2 (1:350) y anti-MMP-9
(1:350), revelados con DAB y contratefiidos con hematoxilina. Las cuantificaciones se realizaron mediante densitometria
y los analisis estadisticos se realizaron mediante ANOVA y post test de Bonferroni. Resultados: Nuestros analisis
inmunohistoquimicos y densitométricos mostraron una mayor expresion de ANXA1, FPR1 y COX-2 en casos de colitis,
adenoma y adenocarcinoma, en comparacion con los margenes normales. No hubo inmunorreactividad para FPR2 en
ninguna de las condiciones clinicas estudiadas. Ademas, se observd un aumento de MMP-2 en casos de colitis y
adenocarcinoma y un aumento de MM-9 en adenocarcinoma. Los datos muestran la correlacion positiva de la proteina
ANXA1 con los receptores FPR1, COX-2 y MMP-2 en biopsias de colitis. Conclusiones: ANXA1l puede interactuar
especificamente con los receptores FPR1, COX-2 y MMP-2 en procesos inflamatorios y desarrollo de tumores de colon.

Palabras clave: Inflamacion. Tumor colorrectal. Receptor de péptidos formilados. Ciclooxigenasa 2. Metaloproteinasas.

INTRODUCAO

O adenocarcinoma de coélon é uma das
principais causas de mortalidade por cancer em todo o
mundo, sendo o terceiro tipo de cancer mais incidente e
esta associado a dieta hipercaldrica, alcool, tabagismo e
inatividade fisical3. Embora os métodos de triagem de
colonoscopia levarem a redugdo do risco da mortalidade
por cancér de cdélon, a taxa de morte ainda permanece
elevada?*,

Alguns tratamentos adjuvantes melhoraram a
sobrevida em pacientes com tumores nddulo
metastasicos de estagio III, porém existe controvérsia
quanto ao uso dessa terapia em pacientes com cancer
de cdlon estagio II>6. Assim, o desenvolvimento de
biomarcadores capazes de identificar pacientes com
tumores iniciais de alto risco sdo os mais indicados para
intervencdo terapéutica adequada.

Em muitas neoplasias a inflamagao
desempenha um papel fundamental na iniciacdo,
progressdo e metastatizacdo do tumor’8. A inflamacdo
cronica por colite ulcerativa e doenca de Crohn esta
associada com aumento das taxas de cancer de célon®
11, Quando a reagdo inflamatoria se torna cronica, este
processo proporciona um microambiente ideal para as
células mutadas e para o escape da vigildncia imune!213,
Além disso, a infeccdo cronica ou injuria ao tecido

promovem a transformagao celular ocasionando danos

ao DNA ou a liberacdo de fatores pro-inflamatdrios
produzidos pelas células tumorais que desencadeiam a
inflamacdo cronica e o crescimento tumoral.

A proliferacdo de células mutadas em um
ambiente rico em células inflamatdrias e em fatores de
crescimento promove a potencializacdo do risco
neoplasico31>, No inicio do processo neoplasico, as
células inflamatdrias e os seus mediadores sintetizados
demonstraram capacidade regulatéria durante o
crescimento, a migracao e a diferenciacdo de todos os
tipos celulares do microambiente tumoral, sobretudo as
células neoplasicas, endoteliais e fibroblastos!®>7,
Estudos demonstraram aumento da expressdao das
metaloproteinases de matriz 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9) em
amostras de tumor colorretal e consequente progressao
tumoral?®,

As investigagdes que relacionam a proteina
anti-inflamatdria Anexina-Al (ANXA1) a regulacdo do
crescimento celular, juntamente com a sua participagao
na cascata de sinalizacdo e adesdo celular, tém
demonstrado um alvo importante para as pesquisas
relacionadas com o desenvolvimento tumoral®-2,

No adenocarcinoma de cdlon alguns
pesquisadores mostraram a diferenciacdo celular
associada com a superexpressao da ANXA1, contudo nao
houve correlacao entre os niveis de ANXAl e a
tumorigénese?2,

Enquanto, outras investigacdes
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associaram a expressdo da ANXA1 com progndsticos
mais pobres de adenocarcinoma de colon e resisténcia
ao tratamento?3-2>.

Ainda, estudo em modelo animal de colite
tratados com o peptideo da ANXA1l tem mostrado a
reducdo da inflamagdo de célon mediados pela ativacdo
da via do fator nuclear NF-kB, mieloperoxidases, ciclo-
oxigenase 2 (COX-2) e citocinas pro-inflamatdrias?.
Como também, a atuacdo da proteina ANXA1 por meio
da ativacdo do receptor para peptideos formilados 1
(FPR1)%,

Como exposto anteriormente, os recentes
avangos na pesquisa dos tumores do sistema digestdrio
aumentaram o entendimento dessa neoplasia. Contudo,
as classificagbes histopatoldgicas de rotina ndo sdo
suficientes para indicar as estratégias terapéuticas mais
adequadas, o que estimula a pesquisa por
biomarcadores. Por essas razoes o estudo da expressao
da proteina ANXA1 nos tumores gastricos e de cdlon
correlacionada a expressao de marcadores de inflamacao
podera possibilitar a aplicagdo da ANXA1 como um novo

marcador prognostico.

MATERIAL E METODOS
Obtencdo do material

As analises foram realizadas com bidpsias de
processos inflamatorios do coélon (colite), adenoma e
adenocarcinoma (n=20 de cada tipo) provenientes dos
arquivos do Servigo de Patologia, do Centro Universitario
Padre Albino (UNIFIPA), dos anos de 2005 a 2015, apds
avaliagdo e aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP-UNIFIPA Protocolo 73/11).

Analises histopatoldgicas e imuno-histoquimicas
Fragmentos de bidpsias foram utilizados para a
obtencgdo de cortes de 5 um, processados e corados pela
Hematoxilina-Eosina (HE) para estudo histopatoldgico.
As secOes foram processadas para recuperagao
antigénica com tampdo citrato pH 6,0, bloqueio da
atividade da peroxidase enddgena e incubacao com os
anticorpos primarios policlonais de coelho: anti-ANXA1
(1: 1000), anti-COX-2 (1: 500), anti-FPR1 (1: 500), anti-
FPR2 (1:500), anti-MMP-2 (1:350) e anti-MMP-9 (1:350)
(Zymed Laboratories, Cambridge, UK) durante 12 horas.

Estes foram entdo incubados com o anticorpo secundario

biotinilado (Histostain Kit, Invitrogen) e imersos num
complexo conjugado de estreptavidina-peroxidase. O
substrato diaminobenzidina (DAB Kit, Invitrogen) foi
usado para o desenvolvimento e, a partir dai, os cortes
foram corados com Hematoxilina. As proteinas foram
quantificadas por densitometria como unidades
arbitrarias de 0 a 255 usando o analisador de imagem

Leica Image Analysis %,

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise
descritva e  determinacdo  da normalidade.
Posteriormente, utilizou-se a Andlise de Varidncia
(ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. AnxAl foi
correlacionado a COX-2, FPR1, MMP-2 e MMP-9 pelo
teste de Pearson. Todos os valores foram expressos
como média = S.E.M. e valores de P menores que 0,05
foram considerados estatisticamente significantes. Os
resultados da correlacao foram indicados como positivos

ou negativos?’.

RESULTADOS

As andlises imuno-histoquimicas mostraram
aumento significante da imunorreatividade de ANXA1,
FPR1 e COX-2, especialmente no epitélio, nos casos de
colite e neoplasias (Adenoma e Adenocarcinoma),
comparado a margem normal (Figura 1). Nao houve
imunorreatividade para FPR2 em nenhuma das
condigOes clinicas estudadas (Figura 1H). O controle da
reagao (Figura 1L) confirmou a especificidade da reagdo.

Andlises  estatisticas  indicam  aumento
significativo da expressao da ANXA1l (p<0,001) nas
bidpsias de colite, adenoma e adenocarcinoma (Figura
1A, B, C e M), comparados a margem (Figura 1D). Ainda,
foi possivel observar nas mesmas bidpsias esse mesmo
aumento com relagdo ao FPR1, especialmente nos
tumores (Figuras 1E, F, G e M). Similarmente, a
expressao da COX-2 aumenta (P<0,01) nas condigGes de
colite, adenoma e adenocarcinoma (Figuras 11, J, Ke M).

As expressOes das proteinas mostraram
correlacdo positiva entre o ANXA1 e FPR1 na colite e no
adenoma. Também foi possivel observar correlagao
positiva entre a ANXA1 e COX-2 nas bidpsias de

inflamagdo (Tabela 1).
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Figura 1 — Modulagdo das expressGes da ANXA1, FPR-1 e COX-2 em inflamagdo (A, E e I), adenoma (B, F e J) e adenocarcinoma no célon (C, G e K).
Margem do tecido (D) FPR-2 (H) e Controle de reagdo (L). Contra corado com Hematoxilina. Barras: 10 pm. Valores expressos como média +S.E.M. *
p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 vs margem.

Inflamagdo Adenoma Adenocarcinoma

Densitometria
(unidades arbitrarias)

M) = Margem B2 Inflamacéo = Adenoma I Adenocarcinoma

Tabela 1 - Biopsias de inflamagao

ANXA1 FPR1 COX-2 MMP-2 MMP-9
Margem 133.4+4.588 108.1+6.543 95.90+7.215 104.0+13.31
R =0.2220 R =-0.1032 R =-0.4122 R =-0.3620
P =0.5376 P =0.7767 P =0.2365 P =0.3041
Colite 185.4+ 11.90 182.8+ 4.509 184.1+ 4.625 147.2+ 10.30
R =0.7027 R =0.7724 R =0.8674 R =0.05185
P =0.0234 * P =0.0088 ** P =0.0012 ** P =0.8869
Adenoma 168.7+ 9.681 162.9+ 8.099 131.1+ 15.89 142.9+ 11.35
R = 0.6459 R =-0.005017 R =0.09318 R =0.2254
P = 0.0437* P =0.9890 P =0.7979 P =0.5313
Adenocarcinoma 146.1+ 8.585 156.3+ 5.873 126.1+ 7.477 161.5+ 14.09
R =0.4168 R =0.001319 R =-0.02669 R =-0.01315
P =0.2308 P =0.9971 P =0.9417 P =0.9712

R=Coeficiente de Correlagdo; P = valor de p: Correlagdo de Person; *diferenca significante

Nas analises de imuno-histoquimica de MMP-2 (P<0,05) (Figuras 2B e I). A MMP-9 foi aumentada
foram observados aumentos nas bidpsias de colite apenas no adenocarcinoma (p<0,001) (Figuras 2G e I).
(p<0,001) (Figuras 2A, D e I) e adenocarcinoma
(p<0,01) (Figuras 2C e I) comparados a margem. Ainda,
foi observada redugao significante da expressao de MMP-
2 nas bidpsias de adenoma comparadas a inflamagdo
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Figura 2 — Modulagdo das expressGes da MMP-2 e MMP-9 em inflamag@o (A e E), adenoma (B e F) e adenocarcinoma no cdlon (C e G). Margem do tecido
(D) e Controle de reagdo (H). Contra corado com Hematoxilina. Barras: 10 um. Valores expressos como média +S.E.M. ** p<0,01; ***p<0,001 vsmargem

e # p<0,05 vsinflamagdo.
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DISCUSSAO

OS resultados obtidos corroboram com estudos que
apontaram a expressdo desregulada da proteina ANXA1
na carcinogénese gastrica e da enzima COX-2 no
desenvolvimento dos tumores colorretais*?8-30, Ainda, foi
possivel observar aumento da MMP-2 e MMP-9 nas
bidpsias, em especial nos casos de colite e
adenocarcinoma. Nossas andlises também indicam a
correlagao da ANXA1/COX-2, ANXA1/MMP2 e a interagao
ANXA1/FPR1 em condicOes de inflamacdo e patoldgicas
do cdlon.

O aumento na expressao da proteina ANXA1
nas bidpsias de inflamacdo, adenoma e adenocarcinoma
de colon reforcam outras investigagées que indicaram o
aumento da ANXAl em casos de tumores
gastrointestinais e a contribuicido da proteina para
progressao no desenvolvimento desse tipo de
cancer®31, Em outra investigagdo, nosso grupo de
pesquisa também mostrou que as agdes da ANXA1 no
processo inflamatério e processos neoplasicos do
esofago e estdmago sdo mediados especificamente pelo
receptor FPR17.

Com relacao a expressao da enzima COX-2, a

imunomarcagdo foi elevada na colite e no
adenocarcinoma. Estudos indicam a maior expressao e
atuacdo da COX-2 em casos de doencas especificas com
sobrevida curta®. A superexpressdo da COX-2 também
foi observada no carcinoma esofagico?’. Além disso,
estudos observacionais demonstraram que o uso de
aspirina e do inibidor da COX-2 antes ou depois do
diagnostico de cancer colorretal foi associado a um risco
menor de doenca recorrente3233,

As analises realizadas ainda indicaram aumento
da expressao de MMP-2 e MMP-9 nos casos de colite e
adenocarcinoma. O RNAm, expressao e/ou a atividade
de MMP2 e MMP9 foram encontrados aumentados em
amostras de tumor colorretal em comparagao com a
mucosa colénica normal'®34, A elevada variabilidade dos
niveis de actividade de MMP2 e MMP9 entre diferentes
pacientes, pode sugerir seu possivel papel na progressao
do tumor?s,

Uma investigacdo indicou a ANXA1 como
moduladora da MMP-2 em casos de carcinoma escamoso
do esdfago regulado por miR-196a%*. Outros
pesquisadores indicam a proteina ANXA1 como um
regulador positivo da expressao de MMP-9 e invasdo de
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células de cancer em casos de tumores de mama por

meio da ativacdo da via do NF-kB36,

CONCLUSAO

No estudo foi possivel mostrar a

superexpressdo da ANXA1 nas bidpsias de inflamacdo

(colite), tumor benigno (adenoma) e tumor maligno

(adenocarcinoma). A mesma proteina atua pelo receptor

FPR1 e ainda pode estar relacionada com a modulagao
das enzimas COX-2, MMP-2 e MMP-9. Esses dados

reforcam o envolvimento destas proteinas nas patologias

gastrointestinais e indicam o uso da ANXAl1 como

possivel marcador progndstico.
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